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tissue-specific properties or has functional gps. to which opt 

or^issS ii!!?? ° r i h ^ ir metal c«Vl«« and/or locatioS-? P structure- 
Sr^JSIvJSriJ 19 £ ubstance * may be bound. Also claimed is a process 
'--eSStS S?. 6 ab °T e microca Psules. Also claimed is a centrist aglnt 

mediSm. micr °capsules suspended in a pharmacutically acceptable 

a ^«?f E n ThS 9 as - filled capsules are useful as ultrasonic contrast 
?tSI ?, . CapSules contg - ^Piexed paramagnetic metal ions are useful as 
!S S3S?£. T- 8 - Ca P sules c ? nt ?' complexed radionuclide! arfuseKl 
f? \SS££2?I P hlc v , ima 9^g. Disclosed uses include diagnosis or therapy 
L^Jonstn"? U mSurI rOSClerOS1S ' endothelfL 
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Mikropartikelpraparationen aus biologisch abbaubaren Mischpolymeren 

Die Erfindung betrifft den in den Patentanspruchen gekennzeichneten 
Gegenstand, d.h. aus Biopolymeren, zur Polymerisation befahigten 
Monomeren, Wirkstoffen und/oder diagnostic nachweisbaren Bestandteilen 
hergestellte Mikropartikel, ein Verfahren zu deren Herstellung sowie deren 
Verwendung in Diagnostik und Therapie, insbesondere als Kontrastmittel in 
der Ultraschalldiagnostik. 



10 



Es <st bekannt, daS Partikel, deren Durchmesser kleiner oder im Bereich der 
Grade roter Blutzellen ist, nach In/ektion in die Blutstrombahn innerhalb des 
BlutgefaGsystems zirkulieren konnen. Pharmazeutische Praparationen 
derartiger Mikropartikel eignen sich deshalb als in das BlutgefaGsystem 
15 .n JIZ ,erbare Tragersysteme fur Wirkstoffe oder Diagnostika in der Medizin. 
Als Tragermaterialien kommen prinzipiell alle biologisch abbaubaren 
vertraglichen und nicht wasserloslichen Stoffe in Betracht. Beschrieben sind 
b.sher vor allem Fette, Wachse, Lipide (z.B. Sojalecithin), denaturierte 
B.opolymere (z.B. Albumin, Gelatine) und synthetische biologisch abbaubare 
20 Polymere (z.B. Polymilchsaure. Polyhydroxybuttersaure, 
Polyalkylcyanoacrylate, Poly-L-Lysin). 

Die in der Blutstrombahn zirkulierenden Mikropartikel werden in Abhangigkeit 
von ,hren physik^lischen und chemischen Eigenschaften unterschiedlich 
25 schnell und in unterschiedlicher Anzahl durch die Zellen des monozytaren 
phagozytierenden Systems (MPS) erkannt und aufgenommen (vorwiegend in 
Leber, Lunge und Milz). Als wesentliche Faktoren, die die Kinetik der 
Aufnahme der Mikropartikel durch die Zellen des MPS bestimmen, werden 
die Partikelladung, die Partikelgr6Se, die Eigenschaften (Molekulargewicht 
>0 Amphiphilie) an der Partikeloberflache adsorbierter Substanzen, sowie die ' 
Affinitat der Partikeloberflache fur Blutkomponenten wie Fibronektin, 
Albumin, etc. angesehen. Durch gezielte Variation der physiko-chemischen 
Oberflacheneigenschaften von Mikropartikeln kann die Kinetik der 
Phagozytose durch die Zellen des MPS und das AusmaS der Anreicherung 
5 der Partikel innerhalb der entsprechenden Organe (u.a. Leber, Lunge, Milz, 
Knochenmark) beeinflufct werden (passives targeting). Eine spezifische 
Anreicherung von Mikropartikeln in Zielgeweben oder Korperstrukturen, die 
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nicht zu den Organen des RES gehdren, ist auf diese Weise nicht moglich. 
Sie laSt sich vielmehr nur durch die Kombination der Mikropartikel mit 
Substanzen erzielen, die orts-, struktur- oder gewebespezifische 
Bindungseigenschaften besitzen (homing devices)- Die bisher zur 
5 Anwiendung in der Ultraschalldiagnostik beschriebenen Partikel eignen sich 
jedoch nur unzureichend als zur Kombination mit homing devices geeignete 
Praparationen. 

So muS bei den in EP 0 458 079 und DE 38 03 972 beschriebenen 
10 Kontrastmitteln in Kauf genommen werden, dali sie nur mit Hilfe 

aufwendiger Verfahren hergestellt werden konnen, die die Verwendung 
organischer Losungsmittel erforderlich machen, deren Einsatz aus Grunden 
des Umwelt- und Arbeitsplatzschiltzes bedenklich ist. Zusatzlich mufc vor 
Anwendung der Praparationen sichergestellt werden, daS die verwendeten 
15 organischen Losungsmittel nicht mehr in dem pharmazeutisch zu 

verwendenden Produkt enthalten sind. Dariiber hinaus sind zur Herstellung 
oberflachenaktive Hilfsstoffe (z.B. Tenside) notwendig, die bei 
Injektionspraparaten haufig als bedenklich angesehen werden. Weiterhin ist 
eine Steuerung des Anreicherungsverhaltens in verschiedenen Organen bei 
20 diesen Partikeln njcht steuerbar, eine Verknupfung der Partikel der 

DE 38 03 972 mit sich selektiv anreichernden Verbindungen (sogenannten 
homing devices wie z.B. monoklonalen Antikorpern) ist nicht moglich. 

Die in DE 40 04 430 beschriebenen Mikropartikel aus polymerisierten 
25 Aldehyden sind aufgrund der unklaren biologischen Abbaubarkeit ebenfalls 
nicht als Trager fur substanz- oder strukturspezifische Substanzen geeignet. 
Ein weiterer Nachteil ist es, dafl auch in diesem Falle zur Herstellung der 
Partikel oberflachenaktive Hilfsstoffe erforderlich sind. 

30 Die in der EP 0 224 934 beschriebenen Mikropartikel aus Proteinen, 

insbesondere aus Albumin weisen eine nur sehr geringe In vitro- und In vivo- 
Stabilitat auf. 

Es war deshalb die Aufgabe der Erfindung, Mikropartikelpraparationen 
35 insbesondere fur die Anwendung in der Ultraschalldiagnostik zu schaffen, die 
ohne den Einsatz physiologisch bedenklicher Losungsmittel oder Hilfstoffe 
(z.B. Tenside) auskommen, leicht herstellbar und biologisch abbaubar sind.. 
die entweder Substanzen mit orts- struktur- oder gewebespezifischen 
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Bindungseigenschaften im Wandmaterial enthalten oder mit solchen kovalent 
verknupft werden konnen und die eine ausreichende In vitro- und In vivo- 
Stabilitat aufweisen. 

ErfindungsgemaS wird diese Aufgabe durch Mikropartikel gelost, deren Hiille 
aus der Kombination von Biopolymeren - bevorzugt Polypeptiden (auch 
glykosilierten) - und synthetischem, wahrend der Herstellung polymerisiertem 
Material gebildet wird. 



10 



20 



Ein Gegenstand der Erfindung sind daher Mikropartikel aus einem 
Copolymerisat aus mindestens einem synthetischen Polymeren und 
mindestens einem Biopolymeren. wobei sich als Biopolymere vorzugsweise 
natiirliche. synthetisch oder partialsynthetisch hergestellte oder 
gentechnologisch gewonnene Polypeptide wie z.B. Albumin, 
15 Collagenabbauprodukte, Gelatine, Fibrinogen, Fibronektin. Polygene, 
Oxypolygelatine, deren Abbauprodukte sowie Poly-L-Lysin eignen. Die 
Biopolymere konnen auch glykosiliert sein. Als polymerisierbare Monomere 
eignen sich vorzugsweise Alkylcyanoacrylate, Acrylsaure, Acrylamid, 
Acrylsaurechlorid und Acrylsaureglycidester. 

Die erfindungsgemaSen Mikropartikel eignen sich bei Herstellung in 
gasgesattigter Losung durch den EinschluB des Gases besonders als 
Kontrastmittel fur Ultraschalluntersuchungen. Sie wirken im Ultraschallfeld 
aufgrund des enthaltenen Gases als hocheffektive Streukorper. Desweiteren 
konnen sie durch diagnostischen Ultraschall zur Ausstrahlung eigenstandiger 
Signale angeregt werden, welche z.B. mit Hilfe der Farbdopplertechnik 
ausgewertet werden konnen. 

Als Gase kommen infrage Luft, Stickstoff, Kohlendioxid, Sauerstoff, Helium, 
30 Neon, Argon, Krypton oder deren Gemische. Die Beladung mit dem 

entsprechenden Gas oder Gasgemisch erfolgt durch Herstellung der Partikel 
in einer mit dem jeweiligen Gas oder Gasgemisch gesattigten wassrigen 
Losung. 

35 Die Mikropartikel konnen auch (gegebenenfalls zusatzlich) weitere mit Hilfe 
medizinisch-diagnostischer Verfahren, wie Magnetresonanztomographie, 
Magnetresonanzspektroskopie, Szintigraphie oder hochempfindlichen 
Magnetfeldmessungen mit geeigneten Magnetometern (Biomagnetismus) 



25 
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detektierbare Substanzen sowohl mikroverkapselt als auch im Wandmaterial 
als auch (gegebenenfalls mit Hilfe geeigneter Substanzen wie z.B. 
Chelatbildnern) an das Wandmaterial gekoppelt, enthalten. So ist es z.B. bei 
Verwendung radioaktiver Isotope moglich, die erfindungsgemafcen 
5 Mikropartikel in der Szintigraphie einzusetzen. Ebenso ist ihre Verwendung 
als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie, 
Magnetresonanzspektroskopie Oder bei Messungen des magnetischen Feldes 
durch die Mikrpverkapselung Oder Inkorporation in das Wandmaterial von 
geeigneten para-, superpara-, ferri- oder ferromagnetischen Substanzen 
10 moglich. 

Uberraschenderweise wurde gefunden, daG bei der Herstellung der 
erfindungsgemaften Partikel (bei linhaltung ausreichender Konzentrationen 
an Biopolymeren) der Zusatz von grenzf lachenaktiven Substanzen, wie z.B. 

15 Tensiden nicht erforderlich ist* Dies stellt gegenuber den bisher bekannten 
Herstellungsverfahren fur Mikropartikel auf der Basis von synthetischen 
Polymeren einen entscheidenen Vorteil dar, da die zur Erniedrigung der 
Grenzflachenspannung und zur Verhinderung der Partikelaggregation 
ublicherweise notwendigen Tenside als physiologisch bedenklich angesehen 

20 werden und deshalb vor der Anwendung im Organismus wieder bis auf 
vertragliche Restgehalte aus den Praparationen zu entfernen sind. 

Als weiter Vorteil der erfindungsgemafcen Mikropartikelpraparationen sind die 
vielfaltigen, dem jeweiligen Verwendungszweck anpaSbaren, 

25 Partikeleigenschaften zu nennen, die durch Variation verschiedener 

Herstellungsparameter leicht steuerbar sind. So konnen durch die Wahl des 
jeweils verwendeten Biopolymeren bzw. durch Veranderungen der 
funktionellen Gruppen des Biopolymeren (z.B. durch Acylierung mit 
Dicarbonsaureanhydriden, wie Bernsteinsaure- f Diglykolsaure-, Glutarsaure% 

30 Maleinsaure- oder Fumarsaureanhydrid oder durch Acetylierung mit 
Monocarbonaureanhydriden, wie Essigsaureanhydrid oder 
Propionsaureanhydrid) die pharmakokinetischen Parameter der 
Mikropartikelpraparationen (Organverteilung, Aufenthaltsdauer in der 
Blutstrombahn) beeinfluSt werden. 

35 

Weiterhin kann der Gehalt des Biopolymeren im Wandmaterial in einem 
breiten Rahmen variiert werden, wodurch es moglich ist, die Zeitdauer des 
biologischen Abbaus des Kapselmaterials in vivo zu beeinflussen und dem 
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. -J- 

gewunschten Verwendun g „ weck an2upassen . Djeser h 
ub* den Am- des Biopo lymar . n jn der H e r S ,eNun g s,6sun g I, 1 , So 

b^h. be, SPi . lsw . tae das Wandmaterial von nach 9 e , s, ; u u s 7 S 

5 Lo S ung hergesteil.er erfindungsgem.a.r Mikr0 p artikel zu 55 % ZZ>ZT 
B,opo lvr „ ara „ wahre „d bei gle ichem Einsatt an Butylcvanoacry a *^J ™ „ 

da M „ 35 « (M /M,, bei in 7.5 « , ger washer au„ la 1 

,0 2 7 T Ste " ,en Mik ' 0Mrtik * - Wand™,., al 2U 65 7 
10 (M/M) aus Biopolymeren besteht. 

Oberraschenderweise sind die erfindungsgemaSen Mikropartikel ohne Zusatz 
we.terer H.lfstoffe wie Laktose, Mannito, oder Sorbite., wie sie 0,1 
zur Gefnertrocknung als Gerustbildner eingesetzt werden, gefriertrockenb 
15 D,ese Gertstbildner sind nach der Trocknung «, die mechanische 2 si g 

^ Tei ' S r Mik ~" verantwortiich, der dann nicht Z 
fur d* b,ldgebung nutzbar ,st. Im Gegensatz dazu dient im Falle der 
erfmdungsgemaSen Mikropartikel das im UberschuA eingesetzte Biopolymere 
des Wandmaterials a.s Gerustbi.dner, wodurch uberraschenderweise das 
0 Verhaltn.s von intakten zu zerstorten Mikrokapse.n drastisch verbessert 
w.rd. Aufgrund dieses gunstigeren Verhaltnisses kann die zur Biidgebung 
erforderliche Dosis deutlich verringert werden. 

, z? s I f r d H Un9 H gemaSen Mikr0Partikel k6nnen auch - gegebenenfalls 

> zusatzl.ch - pharmazeutische Wirkstoffe inkorporiert enthalten, indem z B 
das kontrastgebende Agens (im Fall von Kontrastmitteln fur 
Ultraschalluntersuchungen handelt es sich dabei urn ein Gas oder 
Gasgem.sche) und ein oder mehrere Wirkstoffe in den Partikeln 
mikroverkapselt werden. Vorzugsweise kSnnen die Wirkstoffe auch mit den 
fur d,e orts, struktur- oder gewebspezifischen Substanzen beschriebenen 
Methods -n das Wandmaterial inkorporiert werden. Falls es es sich bei den 
W.rkstoffen urn Biopolymere handelt, konnen sie das Wandmaterial teilweise 
auch selbst bilden, indem sie bei der Herstellung entweder ausschlieSlich 
oder .m Gemisch mit anderen geeigneten Biopolymeren (z.B. Gelatine 
Albumin, Fibronektin, Poly-L-lysin) als Ausgangsmaterial zur 
M.kropartikelpraparation unter Zusatz eines polymeriserbaren Monomeren 
oder Ohgomeren eingesetzt werden. Der besondere Vorteil der Kopp.ung ven 
W.rkstoffen an den Biopolvmeranteil des Kapselmaterials liegt darin daft 
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Wirkstoffe, die z.B. uber Peptidbindungen an den Biopolymeranteil des 
Kapselmaterials gebunden sind, durch enzymatischen Abbau in vivo 
freigesetzt werden konnen. 

5 Die erfindungsgemafcen Mikropartikel dienen insbesondere dem Nachweis 
oder der Therapie von Thrombosen und atherosklerotischen Veranderungen. 
Als besonders vorteilhaft ist dabei die Verwendung von Antikdrpern oder 
Antikorperfragmenten gegen Fibrin, fibrinbindenden Plasmaproteinen oder 
deren Teilstrukturen, Gewebsplaminogenaktivator oder Teilstrukturen davon 

10 (z.B. Typ l-Homologie und Kringelsequenzen), Proteinbestandteilen von 
Lipoproteinen (auch Teilstrukturen) als homing devices anzusehen. 

Weitere Anwendungsgebiete fiir die erfindungsgemafcen Mikropartikel 
konnen z.B. auch die Diagnose oder die Therapie hormoneller Funktionen 

15 sein (als besonders vorteilhaft ist hierbei die Verwendung von 

Peptidhormonen oder deren Abwandlungsprodukten mit der Fahigkeit zur 
Rezeptorbindung als homing devices anzusehen), oder die Diagnose oder 
Therapie von Lasionen von BlutgefaRendothelien (als besonders vorteilhaft 
ist hierbei entweder die Verwendung von Antikdrpern bzw. 

20 Antikorperfragmenten gegen Substanzen aus der Integrin-Gruppe, 

insbesondere die Selectine wie z.B. LAM-1, ELAM-1 und GMP-140, oder die 
Verwendung von Rezeptoren bzw. deren bindungsvermittelnden Bruchstiicke 
fur Substanzen aus der Integrin-Gruppe, insbesondere die Selectine wie z.B. 
LAM-1, ELAM-1- und GMP-140, als homing devices anzusehen). 

25 Daruberhinaus konnen die erfindungsgemafcen Mikropartikel auch zur 
Diagnose oder Therapie von Tumoren genutzt werden, indem Antikdrper 
oder Antikorpergemische gegen Oberflachenantigene von Tumoren als 
homing devices verwendet werden. 

30 Die Herstellung der erfindungsgemaBen Mirkropartikel erfolgt durch die 

Polymerisation eines geeigneten reaktiven Monomeren oder Oligomeren (z.B. 
Cyanacrylsaurebutylester, Cyanacrylsaureisobutylester, 
Cyanacrylsaureisopropylester, Cyanacrylsaurepropylester, 
Cyanacrylsaureisohexylester, Cyanacrylsaurehexylester, 

35 Cyanacrylsauremethylester, Acrylsaure, Acrylamid, Acrylsaureglycidester, 
Acrylsaurechlorid) in einer Konzentration bezogen auf das Gesamtvolumen 
der Herstellungslbsung von 0,01 - 10 % (m/V) {vorzugsweise 0,1-10 %) 
unter geeigneten Bedingungen (z.B. durch Wahl des pH, durch Zusatz von 
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**T GaMn,e "' S °"° hl *«* * «0h,beding u „gen a s al 

;::r ere du,ch den ^ - a °~ -1^:,;:: 

Sollen Mikropartkel e,h,„.„ we,d.n. bei d enen de, Kern aus demselben 

d r; Ho " e bes,eht ' s ° * m *> 

d* durch d,e wah, eines geeigne.en Rii n,ge, a ,. s und l er g^^"' 
Ru„,gesch,v,„d,g k ei t ein Schaumen de, ReakHonslbsung verleden wird. 
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Kopplung von Aminosauren (z.B. W. Konig, R. Geiger: Eine neue Methode 
zur Synthese von Peptiden: Aktivierung der Carboxylgruppe mit 
Dicyclohexylcarbodiimid unter Zuatz von 1 -Hydroxy-benzotriazolen. Chem. 
Ber. 103, 788-798 (1970)), oder dadurch, daft die Mikropartikel in einer 
5 wassrigen Losung der orts-, struktur- oder gewebsspezifischen Substanz 
hergestellt werden, falls diese ein Polypeptid darstellt, so daft die Substanz 
direkt als Bestandteil des Hullmaterials dient. 

Als an die Mikropartikel koppelbare, oder das Hullmaterial mitbildende orts-, 
10 struktur-, oder gewebsspezifische Substanzen kommen vorzugsweise 

Antikorper, konjugierte Antikorper, Hormone (insbesondere Peptidhormone), 
Transferrin, Fibronektin, Heparin, Transcobalamin, epidermaler 
Wachstumsfaktor, Lipoproteine, Plasmaproteine sowie deren 
spezifitatsvermittelnden Teilstrukturen und Oligopeptide wie RGD, RGDS, 
15 RGDV und RGDT in Betracht. 

Als an die Mikropartikel koppelbare chelatisierende Liganden kommen 
Diethylentriaminpentaessigsaure oder deren Derivate infrage. Die 
Verknupfung dieser Liganden mit den Partikeln erfolgt in an sich bekannter 
20 Weise [Hanatowich et al., Science 220 (1983) 613], AnschlieSend werden 
die Partikel mit den den gewiinschten Metallionen zu dem jeweiligen 
partikelfixierten Metallkomplex umgesetzt. 

Die Wahl des verwendeten Metallions richtet sich nach dem gewiinschten 
25 Anwendungsbereich. Im Bereich der NMR-Diagnostik werden 

erfindungsgemaS bevorzugt paramagnetische Metallionen der Elemente der 
Ordnungszahlen 21-29 und 57-70, insbesondere Gadolinium(lll)ionen, 
eingesetzt. Fur die Anwendung in der Szintigraphie finden geeignete Emitter 
radioaktiver Strahlung, bevorzugt 1 1 1 1n oder 99 m Tc, 1 23| unc j 1 31 1 
30 Anwendung. 

Die fertigen Mikropartikelsuspensionen konnen direkt fur den jeweiligen 
vorbestimmten Verwendungszweck eingesetzt werden, jedoch hat es sich 
zur Verbesserung der Lagerstabilitat als vorteilhaft erwiesen, die 
35 Suspensionen unter Zusatz von Gerustbildnern (wie z.B. Trehalose, 
Polyvinylpyrrolidone Laktose, Mannitol, Sorbitol. Glycin), die auch zur 
Einstellung der Tonizitat dienen konnen, einzufrieren und anschlieftend 
gefrierzutrocknen. Als besonders vorteilhaft hat es sich erwiesen das im 
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OberschuG eingesetzte Biopolymere selbst »i. r. ■ ^ 

beiden Fallen ist es zweckmaT I s Gerustb " d ™ einzusetzen. ,n 

gebrauchsferogen, injizierbaren Suspensionen aus d«„ 
2U b.r.i,unge„, erfoig, dutch R-u^JZ?* n ~ k — 
P^azeu ,isc h akzeptabien Suspensions*,^ ^ Z^" 1 
waenge Ldsungen eines ode, mehre oraaniscne , Sa , M ^ ° 

SSTT" EI T 0 ' y, - L6SUn9 * n ' L5s ^en von Mono- ode, 

e h , t" e ' UC ° Se ° d6r LSC,0S8 ' Z ~ ""^n wie Mann , 
enthalten. bevorzugt jedoch in fiir Injektionszw.cke oeeion»,.~ u, 



von oZ n r20 n m ro 9eBraUChS,ert9en *"•—*«* ■»» im Bereich 
von 0.01 bis 20 mg. bevorzugt von 0.5 bis 6 mg Partikel/ml 

Suspens,onsm.dium eingestellt werden. Die injizierte Dosis ist abba™- 

jawei, ig ,„ Verwendungszweck; sie ,ieg, be, urtraschai^ ^ ^ 

Untersuchung.n bei d.r Untersuchung de, Gefau im B.r.i=„T bi S 0 0 „ 

bevorzugt zwischen 10 und 100 n Partikel/kg Korpergevvioh, be ill u 

„ ! 9 ™ SC> ""' 200 Und 600 W« Korpergewich, 
D,e Erfmdung w,rd durch die nachfoigenden Seispiele erlautert: 
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Beisoiel 1 

In 300 ml destilliertem Wasser werden 15 g Gelatine (300 Bloom) gelost 
und mit Salzsaure auf pH 3,0 eingestellt. Die Losung wird 30 Minuten bei 
5 121 °C autoklaviert. Nach dem Erkalten auf Raumtemperatur wird der pH- 
Wert der Losung zu pH 5,0 korrigiert (mit Natronlauge) und in einem 2000 
ml Becherglas mit einem schnellauf enden Ruhrer bei 1 0000 Upm geruhrt. Zu 
der Losung werden unter Ruhren 3 ml Cyanacrylsaurebutylester langsam (10 
Minuten) zugetropft. Die entstehenden Mikropartikel werden 60 Minuten 

10 weitergeruhrt. Danach wird die Suspension in einem Scheidetrichter 2 d 
flotiert. Der Unterstand wird abgelassen und der Oberstand wird mit 
destilliertem Wasser zu 100 ml erganzt. Die Suspension enthalt gasgefullte, 
schallaktive Mikropartikel in einer'GrdSe von ca. 0,1-8 jim, wobei durch 
zusatzliche Flotation oder Filtration erforderlichenfalls die TeilchengroSen 

15 weiter eingeengt werden konnen (z.B. auf 0,5 - 3 |im). Die Kapselwand der 
Mikropartikelartikel besteht zu ca. 55 % (M/M) aus Polypeptiden und zu ca. 
45 % (M/M) aus Polycyanacrylsaurebutylester. Die Partikel sind ohne den 
Zusatz grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergierbar. Sie neigen 
nicht zur Aggregation. Durch den Zusatz eines geeigneten Hilfsstoffes (z.B. 

20 Glucose, Natriumchlo'rid, Mannitol, Laktose, Galaktose) kann die Suspension 
isotonisiert werden. 

Die Suspension lalJt sich erforderlichenfalls zur Erhohung der Lagerstabilitat 
ohne Verlust ihrer Eignung als Kontrastmittel fur Ultraschalluntersuchungen 
25 vorzugsweise nach Zusatz eines Kryoprotektors, wie z.B. Laktose, 
Polyvinylpyrolidon, Mannitol, Glycin gefriertrocknen. 

Beisp'Sl 2 

30 

500 mg Poly-L-Lysin (MG 5000) werden in 20 ml destilliertem Wasser gelost 
und mit Phosphatpuffer auf pH 4.5 eingestellt. 100 mg 
Acrylsaureglycidester dazugegeben, das Gemisch wird mit einem 
schnelllaufenden Ruhrer unter Kuhlung bei 20 °C geruhrt. Es werden 10 mg 
35 Ammoniumperoxydisulfat und 0,1 ml NX^N'-Tetramethylendiamin 
zugegeben. Es wird fur weitere 90 Minuten geruhrt. Die entstandenen 
gasgefullten Mikropartikel werden durch Flotation abgetrennt. Die 
TeilchengroSe der Mikropartikel liegt zwischen 0,2 und 6 um. 
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Beispiel 3 
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7,5 g Polygeline werden in 200 ml Wasser fur Injektionszwecke gelost Die 
Losung wird mit Phosphorsaure auf pH 3,0 eingestellt und mit Wasser fur 
Injekt.onszwecke zu 300 ml erganzt. Die Losung wird durch einen 0,22 um 
filter zur Sterilfiltration filtriert und mit einem schne.ldrehenden Disso.ver bei 
6000 Upm geruhrt. Unter Ruhren werden langsam eine Mischung aus 1 5 ml 
Cyanacrylsaureisopropylester und 1 ,5 ml Cyanacrylsaurebutylester 
zugetropft. Es wird 120 Minuten lang weitergeriihrt. Die entstandene 
Suspension wird drei Tage im Scheidetrichter flotiert. Das weitere Vorgehen 
entspncht Beispiel 1; Die entstandenen Mikropartikel enthalten Gas Sie 
e.gnen sich als Kontrastmittel fiir Ultraschalluntersuchungen Ihr 
Wandmaterial besteht zu ca. 22 % (M/M) aus Biopolymer, zu ca 40 % 
(M/M) aus Polycyanoacrylsaurebutylester und zu ca. 38 % (M/M) aus 
Polycyanoacrylsaureisopropylester. Sie lassen sich ohne Zusatz 
grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergieren ohne dabei zu 
aggregieren. Ihre TeilchengroSe betragt ca. 0,2 - 6 um. 



10 g Humanalbumin werden in 200 ml Wasser fur Injektionszwecke gelost 
D,e Losung wird mit Salzsaure auf pH 4,0 eingestellt und mit Wasser fur 
Injektionszwecke zu 300 ml- erganzt. Die Losung wird durch einen 0,22 um 
filter zur Sterilfiltration filtriert und mit einem schnelldrehenden Dissolver bei 
1 0000 Upm geruhrt. Unter Ruhren werden langsam 2 ml 
Cyanacrylsaureisopropylester zugetropft. Es wird 60 Minuten lang 
weitergeriihrt. Die entstandene Suspension wird drei Tage im Scheidetrichter 
flot.ert.Das weitere Vorgehen entspricht Beispiel 1. Die entstandenen 
Mikropartikel enthalten Gas. Sie eignen sich als Kontrastmittel fur 
Ultraschalluntersuchungen. Ihr Wandmaterial besteht zu ca. 30 % (M/M) aus 
Humanalbumin und zu ca. 70 % (M/M) aus 
Polycyanoacrylsaureisopropylester. Sie lassen sich ohne Zusatz 
grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergieren ohne dabei zu 
aggregieren. Ihre TeilchengroSe betragt durchschnittlich ca. 0,2 - 3 um. 
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Beisoiel 5 

250 ml Oxypolygelatine-Losung werden mit Salzsaure auf pH 2,5 eingestellt 
5 und mit Wasser fur Injektionszwecke zu 300 ml erganzt. Die Losung wird 
durch eihen 0,22 \xm Filter zur Sterilfiltration filtriert und mit einem 
schnelldrehenden Rotor-Stator-Riihrer bei 8000 Upm geruhrt. Unter Ruhren 
werden langsam 3 ml Cyanacrylsaurebutylester zugetropft. Es wird 90 
Minuten lang weitergeruhrt. Die entstandene Suspension wird drei Tage im 
10 Scheidetrichter flotiert. Das weitere Vorgehen entspricht Beispiel 1 . Die 

entstandenen Mikropartikel enthalten Gas, Sie eignen sich ais Kontrastmittel 
fur Ultraschalluntersuchungen. Ihr Wandmaterial besteht zu ca. 25 % (M/M) 
aus Oxypolygelatine und zu ca. 75 % (M/M) aus 
Polycyanoacrylsaurebutylester. Sie lassen sich ohne Zusatz 
15 grenzflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergieren ohne dabei zu 
aggregieren. Ihre TeilchengroSe betragt ca. 0,2 - 4 urn. 

Beispiel 6 

20 

500 mg Fibronektin werden in 5 ml destilliertem Wasser gelost und mit 
Salzsaure auf pH 3,5 eingestellt. Die Losung wird durch einen 0,22 urn Filter 
zur Sterilfiltration filtriert und mit einem schnelldrehenden Rotor-Stator- 
Ruhrer in einem gekuhlten 15 ml Gefafc {15 °C) bei 8000 Upm geruhrt. 

25 Unter Ruhren werden langsam 0,3 ml Cyanacrylsaurebutylester zugetropft. 
Es wird 90 Minuten lang weitergeruhrt. Die entstandene Suspension wird 
drei Tage im Scheidetrichter flotiert. Der Oberstand wird in 2 ml Wasser fur 
Injektionszwecke, welches 100 mg Mannitol enthalt, suspendiert. Die 
Suspension wird bei -50 °C unter Schutteln eingefroren und 

30 gefriergetrocknet. Vor Anwendung werden die Mikropartikel mit 2 ml 
Wasser fur Injektionszwecke redispergiert. Die TeilchengrolJe der • 
Mikropartikel betragt durchschnittlich 0,8 ^m. Sie sind als Kontrastmittel fur 
Ultraschalluntersuchungen geeignet. Das Wandmaterial der Mikropartikel 
besteht zu ca. 35 % (M/M) aus Fibronektin und zu ca 65 % (M/M) aus 

35 Polycyanoacrylsaurebutylester. 
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Beispi^l 7 

100 mg eines Antikorpers gegen Fibrin werden in 4 ml Phosphatpuffer (dH 
4.5 gelost. Die L6sung wird durch einen 0.22 m Pi, ter 2ur Ste f ' 
> f-ltnert und ,„ einem doppe.wandigen RuhrgefaS (Fassungsvo.umen 0 m , 
m.t e.nem schnelldrehenden Dissolver-Ruhrer unter Kuhlung bei 6000 Upm 
geruhrt. Wahrend des Ruhrens werden langsam 0 2 ml 

D C nn~I b r Ster 2U9etrOPft ^ 60 MinUt6n '«* Wei ^erGhr, 
D.e entstandene Suspens.cn w.rd zwei Tage im Scheidetrichter flotiert Der 

.0 Unterstand w,rd abge.assen. der Oberstand wird mit 200 mg Laktose und 2 

m, Wasser fOr Injektionszwecke versetzt. Die Suspension w,r d ^ 

Schutteln im Kaltebad bei -40 « C eingefroren und anschlie&end 

gefr.ergetrocknet. Vor Anwendung werden die Mikropartike. mit 2 ml 

Wasser fur Injektionszwecke resuspendiert. Sie sind gasgefu.lt und eignen 

etaot^ T S H m,t : e ' Wf U,traSCha » unte — hungen. Ihre TeilchengrL 
betragt durchschmtthch ca. 1 m . Das Wandmateria. der Mikropartike. 
besteht zu ca. 20 % (M/M, aus dem Antikorper und zu ca. 80 % ,M/M, aus 
Polycyanoacrylsaurebutylester. 



Beisn.pl ft 



OH LI? f ,ne 7 de : " 50 m ' WaSS6r f " ,n i ekti0 - 2 wecke ge.ost, unter 
pH-Kontrolle w.rd tropfenweise 2 N Natronlauge zugegeben. Es werden 
jnsgesamt 2 g Diglykolsaureanhydrid successive zugegeben, wobei der pH- 
Wert zw.schen 7,5 und 8,0 gehalten wird. Nach Beendigung der Reaktion 
w.rd d.e uberschussige Diglykolsaure durch mehrfache Ultrafiltration 
(AusschluSgrenze MG 1000) aus der Losung entfernt. Die acylierte 
Polyge.ine.osung wird mit Wasser fur Injektionszwecke auf 300 ml erganzt 
und durch einen 0,22 urn Filter fi.triert. Unter Ruhren bei 10000 Upm 
werden langsam 3 ml Cyanacry.saurebutylester zugesetzt. Nach beendeter 
Zugabe wird 60 Minuten lang weitergeruhrt. Die entstandenen gasgefullten 
Mikropartikel werden durch Zentrifugation bei 1500 Upm (30 Minuten) 
abgetrennt und in 50 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen Sie 
smd ohne Zusatz oberflachenaktiver Hilfsstoffe in Wasser dispergierbar ohne 
zu aggre gi eren. Ihre TeilchengroGe liegt bei 0,1-6 urn. Das Wandmaterial 
der Mikropartikel besteht zu ca. 45 % (M/M) aus acylierter P 0 , V g e ,ine und zu 
ca. 55 % (M/M) aus Polycyanoacrylsaurebutylester. 
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Beisoiel 9 

5 20 ml der nach Beispiel 3 hergestellten gasenthaltenden Mikropartikel 

werden in 20 ml Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen. Die Suspension wird 
bei 4 °C geruhrt (100 Upm) und es werden 25 mg (3-Dimethylaminopropyl)- 
N'-ethylcarbbdiimid-HCI dem Gemisch hinzugefiigt. Nach 60 Minuten 
werden 25 mg Fibronektin, die zuvor in 10 ml Phosphatpuffer gelost 

10 wurden, zu der Mikropartikelsuspension gegeben. Es wird tiber 60 Minuten 
bei 4 °C und weitere 120 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. 
Anschliefcend wird die Suspension dreifach gegen Phosphatpuffer pH 4,5 
dialysiert (Ausschluftgrenze MG 1000) und zwei Tage im Scheidetrichter 
flotiert. Der Uberstand wird in 20 ml Wasser fur Injektionszwecke 

15 aufgenommen, mit 5 % Polyvinylpyrrolidon (m/V) versetzt, bei -40 °C unter 
Schutteln eingefroren und gefriergetrocknet. 

Beispisl 1Q 

20 - . 

Das Lyophilisat aus Beispiel 9 wird mit 20 ml 5 % iger Glukoselosung 
resuspendiert. 0,1 ml davon werden zu 10 ml PBS-L6sung von 37 °C 
gegeben, die einen frisch hergestellten Fibrinclot enthalt (Durchmesser 1 
mm). Nach 10 minutiger Inkubation unter Schutteln im Wasserbad wird der 

25 Clot entnommen, funfach mit je 10 ml PBS (pH 7,4) gewaschen und 

anschlieSend sonographisch untersucht. Im Farbdoppler lassen sich eindeutig 
Signale anhangender Mikropartikel nachweisen. Mit den Partikeln aus 
Beispiel 3 (ohne die in Beispiel 9 gezeigte Umsetzung mit Fibronektin) wird 
analog verfahren. Bei der sonographischen Untersuchung der Clots lassen 

30 sich (auch im Farbdoppler) keine anhangenden Mikropartikel nachweisen. 



Bflispie' 1 1 

35 5 ml der nach Beispiel 3 hergestellten gasenthaltenden Mikropartikel werden 
in 5 ml Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen. Die Suspension wird bei 4 °C 
geruhrt (100 Upm), und es werden 10 mg O-DimethylaminopropyD-N'- 
ethylcarbodiimid-HCI dem Gemisch hinzugefiigt. Nach fiinf Minuten werden 
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2,5 mg eines Antikdrpers gegen Fibrin (Nr. 0541 clone £8 .mm 



15 



20 



Das Lyophilisa, aus Baispial 1 1 wird mi, 2 ml 5 % iger Glukoaalosuno 
rasuspandi.,,. 0., m, davon we ,dan ,u ,0 m, PBS-Lung vc„ 37 " c 

mT2h'in inen " iSCh her9eS, "" 8n fib ' incl0, enthS " <D"<chmas3.r 1 
mm). Na ch 10 m hkubathn umer schimein ^ 

a^lrTT"' Ma ' rai,ie ' 0mlPBS W.4 )g .w, Kh anund 
anschl.aEand sonographisch untaraucht. Im Farbdopplar lassen sil l „ 

bS; ttt mk,opmM nachweis -- ^ 

Ba, S p,a, 3 (ohna d,a ,„ Baiapial 1 , ge 2 aig«a Umsatzung mi , dem Amik6 , per 
a hwJ: S ' Ch '"^ M ikrop an ike 



25 



BeisniPl j a 



30 



0 1 ml der resuspendierten Partikel aus Beispiel 6 werden im 
Versuchsaufbau ana.og Beispiel 1 1 auf ihre Fibrinbindung gepruft In der 
sonograph schen Untersuchung .assen sich deut.ich an den Got gebu ne 
Mikropartikel nachweisen. yeounaene 
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Beispigi 14 

0,1 ml der resuspendierten Partikei aus Beispiel 7 werden im 
Versuchsaufbau analog Beispiel 1 1 auf ihre Fibrinbindung gepruft. In der 
5 sonographischen Untersuchung lassen sich deutlich an den Clot gebundene 
Mikropartikel nachweisen. 

Beisoiel 1 5 

10 

10 ml der nach Beispiel 8 hergestellten Mikropartikel werden in 10 ml 
Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen, und es werden 20 mg 1- 
Hydroxybenzotriazol hinzugefugt.Nach Abkuhlen auf 4 °C wird geruhrt 
(100 Upm), und es werden 10 mg (3-Dimethylaminopropyl)-N'- 

15 ethylcarbodiimid-HCI zugegeben. Es wird 60 Minuten lang bei 4 °C , 
weitergeruhrt. Danach wird fur weitere 60 Minuten bei Raumtemperatur 
geruhrt. Zu der Suspension werden bei Raumtemperatur 10 mg 
Pankreozymin, die zuvor in 5 ml Phosphatpuffer gelost wurden, gegeben. Es 
wird iiber 1 20 Minuten bei Raumtemperatur geruhrt. AnschliefJend wird die 

20 Suspension fiinf Mai gegen Phosphatpuffer pH 4,5 dialysiert 

(Ausschluftgrenze MG 1000) und zwei Tage im Scheidetrichter flotiert. Der 
Uberstand wird in 10 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen, mit 5 
% Polyvinylpyrrolidon (m/V) versetzt, bei -40 °C unter Schutteln eingefroren 
und anschliedend gefriergetrocknet. 

25 

Beispiel 16 

Das Lyophilisat aus Beispiel 1 5 wird mit 10 ml Wasser fur Injektionszwecke 
30 resuspendiert. 0,1 ml der Suspension werden einer Ratte in die 

Schwanzvene injiziert. Nach 10 Minuten wird das Pankreas entnommen und 
im Wasserbad sonographisch untersucht. Im Farbdoppler sind 
Ultraschallsignale der Mikropartikel zu erkennen. 



35 
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Beisni*! 1? 



in 7 .I" 3 Pie ' 3 her9este,,ten 9«enthaltenden Mikropartike. werden 
m 5 m, Phosphatpuffer pH 4,5 aufgenommen. Die Suspension wird be , T c 
geru hrt 100 Upm,, und es werden 10 mg (3-Dimethylaminopropyl)-N ' 
ethy carbodiirnid-HC. dern Gemisch hinzugefugt. Nach funf Minuten werden 
5 mg t PA. d,e zuvor ,n 1 ml Phosphatpuffer gelost warden, zu der 
M.kropartikelsuspension gegeben. Es wird uber 24 Stunden bei 4 ° C 
weitergeruhrt. AnschlieSend wird die Suspension dreifach gegen 
Phosphatpuffer pH 4,5 dialysiert (AusschluSgrenze MG 1000) und zwei 
Tage ,m Scheidetrichter flotiert. Der Oberstand wird in 2 ml Wasser fur 
lnjektions2wecke aufgenommen. 
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E werden zwe, Fibrinclots (Masse je ca. 50 mg, hergeste.lt, die in 20 ml 
Plasma gegeben werden. Zu den Clots werden 0,05 m, der nach Beispiel 17 
hergestellten Partikelsuspension gegeben. Nach 10 Minuten werden I 
Clots aus dem Plasma entnommen, in der sonographischen Untersuchung 
ze.gen s,ch im Farbdoppler Signale anhangender Mikropartikel 



25 



30 



35 
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In 20 m emer wassrigen Suspension aus Magnetitpartike.n (ca. 20 mmol 
&sen/ml, Durchmesser der Partike. ca. 20 nm, werden 0,6 g Ge.atine ge.ost 
D e Lowing w.rd mit Sa.zsaure auf P h 3 eingeste.lt. Unter Ruhren (3000 ' 
Upm, werden 0,2 m. Cyanacry.saureisobuty.ester langsam zugesetzt Nach 
beendeter Zugabe wird 90 Minuten lang weitergeruhrt. Die Suspension wird 
zentnfug.ert (2000 Upm, 60 Minuten,. Der Oberstand wird verworfen der 
Unterstand wird in 10 ml PBS P H 7,4 (10 mmol, aufgenommen Die ' 
Suspension wird auf 4 <>c abgekuhlt und es werden unter Ruhren (100 Upm, 
10 mg (3-D ( methy.aminopro P yl,-N--ethylcarbodiimid-HCl zugegeben. Es wird 
60 M.nuten lang bei 4 o C weitergeruhrt. Danach werden 5 mg eines 
Antikorpers gegen Fibrin (Nr. 0541 clone E8, Immunotech, Marseille 
Frankre.ch) zugegeben. Es wird 60 Minuten bei 4 -c und ansch.ie&end 1 20 
Mmuten bei Raumtemperatur weitergeruhrt. Die Suspension wird funf Mai 
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gegen PBS pH 7,4 (10 mmol) ultrafiltriert (Ausschlufcgrenze MG 5000). 
Danach wird die Suspension zentrifugiert (2000 Upm, 60 Minuten). Der 
Unterstand wird in 5 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen, das 5 
% Mannitol (m/V) enthalt und durch einen 5 urn Membranfilter filtriert. Das 
5 Filtrat wird bei -40 °C eingefroren und anschlieftend gefriergetrocknet. 



.Bcispiel 20 

10 1 5 g Gelatine (300 Bloom) werden in 1 50 ml Wasser fur Injektionszwecke 
bei 80 °C gelost. Nach dem Erkalten wird die Losung mit 0,1 N HCI auf pH 
2,5 eingestellt und mit Wasser fur Injektionszwecke zu 300 ml erganzt. Die 
Losung wird autoklaviert (Verfahren A 121, Deutsches Arzneibuch 9. 
Ausgabe). Der pH-Wert der autoklavierten Losung wird kontrolliert und 

15 erforderlichenfalls zu pH 2,5 korrigiert. Zu der Losung werden unter Ruhren 
3 ml Cyanacrylsaureisobutylester gegeben. Es wird 90 Minuten 
weitergeruhrt. Die entstandene Mikropartikelsuspension wird bei 1000 Upm 
60 min lang zentrifugiert, der Uberstand in 50 ml Wasser fur 
Injektionszwecke aufgenommen und erneut bei 1000 Upm 60 min lang 

20 zentrifugiert. Dies wird insgesamt 5 mal wiederholt. Der Uberstand der 
letzten Zentrifugation wird in 50 ml PBS (pH 7,0) aufgenommen und unter 
Ruhren zu 0,1 mg festem Diethylentriaminpentaessigsauredianhydrid (vgl.: 
Hnatowich et al (1983) Science 220 :61 3) gegeben. Es wird 5 Minuten 
geruhrt. Die Suspension wird bei 1000 Upm 60 min lang zentrifugiert, der 

25 Uberstand in 50 ml Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen. Die 
Zentrifugation gegen Wasser fur Injektionszwecke wird noch 4 mal 
wiederholt. Der Uberstand der letzten Zentrifugation wird mit 50 ml Wasser 
fur Injektionszwecke aufgenommen und durch eine Filterkolonne aus HDC- 
Porenfiltern der PorengroSen 70, 40, 20 und 10 //m filtriert. Das Filtrat 

30 enthalt ca 2 x 10 9 Partikel/ml, die DTPA-Gruppen auf ihrer Oberflache 

besitzen. Die mittlere PartikelgroSe betragt ca. 2 //m. Die Partikel lassen sich 
mit den bekannten Methoden mit radioaktiven Metallionen (z.B. In- 1 1 1 Oder 
Tc-99) markieren. 
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Beisnial ?] 



Fibrindot wie Beispiele zur Scha.lanwendung, nur mit Gammacounter statt 
mit Doppler Nachweis fiihren. 



25 



BeisoiPl 39 



7,5 g Polygene werden in 150 ml Wasser fur Injektionszwecke bei 80 "c 
gelost. Nach dem Erkalten wird die Losung mit 0,1 N HCI auf pH 3 
eingestellt und mit Wasser fur Injektionszwecke zu 300 ml erganzt Die 
Losung wird autoklaviert (Verfahren A 121, Deutsches Arzneibuch 9 
Aus^abe). Der P H-Wert der autoklavierten Losung wird zu pH 2 korrigiert 2u 
der Losung werden unter RCihren 3 ml Cyanacrylsaurebutylester gegeben " Es 
wird 90 Minuten weitergeruhrt. Die entstandene Mikropartikelsuspension 
w.rd bei 1000 Upm 60 min lang zentrifugiert, der Oberstand in 50 ml 
Wasser fur Injektionszwecke aufgenommen und erneut bei 1000 Upm 60 
mm lang zentrifugiert. Dies wird insgesamt 5 mal wiederholt. Der Oberstand 
der letzten Zentrifugation wird in 50 ml PBS (pH 7,4) aufgenommen und auf 
4 C abgekuhlt. Unter RCihren bei 4 » C werden 50 mg Streptavidin und 5 mg 
EDC zugegeben. Es wird 1 h weitergeruhrt. Die Suspension wird 3 mal 
zentrifugiert (1000 Upm, 60 min). Nach jeder Zentrifugation wird der 
Uberstand mit 50 ml PBS (pH 7,0, 10mM Phosphat) aufgenommen. Der 
Antikorper gegen Fibrin wird in einem molaren Verhaltnis von 15 mit 
sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido)-hexanoat (NHS-LC-Biotin) nach der 
Methode von DJ Hnatovitch et al, J. Nucl. Med. 2S (1987) 1294-1302 
markiert. 
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Es werden 0,5 mg des Biotin-markierten Antikorpers gegen Fibrin aus 
Beispiel 22 einem mit einer Cholesterin enthaltenden Diat gefiitterten 
Kanninchen intravenos injiziert. Nach 3 Stunden werden die Partikel aus 
Beispiel 22 nachinjiziert. 10 Minuten spater wird dem zuvor getotetem Tier 
die Halsaterie entnommen und es werden die atherosklerotischen 
Arterienabschnitte im Wasserbad im Dopplermodus auf Kontrastmittelsignale 
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untersucht. Es lassen sich eindeutige Schallsignale von anhaftenden 
Partikeln nachweisen. 

s Beisciel 24 

a) 20 ml der nach Beispiel 8 hergestellten Mikropartikelsuspension 
werden mittels 5 ml Phosphatpuffer auf einen pH-Wert von 4,5 gebracht 
und anschliefiend mit 50 mg eines 125-lod markierten Antikorpers gegen 

10 Fibrin (5 //Ci) versetzt. Unter Ruhren bei 4 °C warden, zu der 

Reaktionsmischung 500 mg {3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimid- 
Hydrochlorid gegeben. Anschliefcend wird 8 Stunden unter Kiihlung 
weitergeruhrt, die Mikropartikel durch Zentrifugation abgetrennt und 
insgesamt dreimal mit je 20 ml Wasser fur Injektionszwecke gewaschen, 

15 wobei jeder einzelne Waschvorgang in der Weise erfolgt, dad die Partikel in 
Wasser resuspendiert und anschlieSend zentrifugiert werden. Nach dem 
letzten Waschvorgang werden die Partikel in 20 ml Wasser fur 
Injektionszwecke resuspendiert. 

Der Bindungsgrad des Antikorpers auf dem Partikel wird mit einem Gamma- 
20 Counter anhand der 1 25-Jod Aktivitat bestimmt. Danach sind 93 % der 
ursprunglich eingesetzten Antikorpermenge fest an die Partikeloberf IMche 
gebunden. 

b) Mikropartikel hergestellt nach Beispiel 4 der DE 38 03 972 werden in 
25 einer dem Beispiel 24 a) entsprechenden Menge mit 50 mg eines 1 25-Jod 

markierten Antikorpers gegen Fibrin (5 /yCi) unter sonst identischen 
Reaktionsbedingungen umgesetzt. 

Ein Vergleich des Bindungsgrad mit den Partikeln nach Beispiel 24 a) zeigt 
einen erheblich geringeren Wert von nur 1 %. 
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Patentan frnn"if:hf» 

1 • Mikrokapseln fiir die Diagnose und/oder Therapie aus biologisch 
abbaubaren Polymeren, dadurch gekennzeichnet, daS 
das Wandmaterial aus einem Mischpolymeren aus mindestens einem 
synthetischen polymeren Material und mindestens einem Biopolymeren 
besteht, welches 

a) orts-.-struktur- oder gewebespezifische Eigenschaften aufweist oder 

b) funktionelle Gruppen besitzt, uber welche gegebenenfalls 
chelatisierende Ugandan oder deren Metallkomplexe und/oder orts-, 
struktur- oder gewebespezifische Substanzen gebunden sind, 

und gegebenenfalls zusatzlich einen oder mehreren pharmazeutischer(n) 

Wirkstoff(en) enthalt 

und das der Kern der Kapseln aus 

a) einem Gas oder Gasgemischen und/oder 

b) einem pharmazeutischen Wirkstoff oder Wirkstoffgemisch oder 

c) dem gleichen Material wie die Kapselwand besteht, 

unter den MaSgaben, daS das synthetische polymere Material nicht aus 
polymerisierbaren Aldehyden aufgebaut ist, daS das Gewichtsverhaltnis 
vom Biopolymer zum synthetischen Polymer im Bereich von 10:90 bis 
80:20 liegt und das die MikrokapselgroSe 0,5 bis 8 //m betragt. 

2. Mikrokapseln gemaS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG das 
synthetische Polymere aus monomerer Acrylsaure, Acrylamid, 
Acrylsaurechlorid. Acrylsaureglycidester oder monomeren 
Alkylcyanoacrylaten aufgebaut wird. 

3. Mikrokapseln gemaS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafc das 
Biopolymer ein gegebenenfalls glykosiliertes Polypeptid, bevorzugt 
Albumin, Fibrinogen, Fibronektin oder ein Collagenabbauprodukt, 
bevorzugt Gelatine, Polygeline, Oxypolygelatine oder Poly-L-Lysin ist. 

4. Mikrokapseln gemalS Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daG die 
gegebenfalls (iber die funktionellen Gruppen des Biopolymeren 
gebundene orts-, struktur und gewebespezifische Substanzen 
Antikorper, konjugierte Antikorper, Hormone, Transferrin, Fibronektin. 
Heparin, Transcobalamin, epidermaler Wachstumsfaktor, Lipoproteine, 
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Plasmaproteine, Peptide oder Oligopeptide sind, die bevorzugt die 
Aminosauresequenzen RGD, RGDS, RGDV oder RGDT enthalten. 

5. Mikrokapseln gemalS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das 

5 Biopolymer ein Polypeptid mit orts-, struktur und gewebespezifischen 

Eigenschaften ist. 

6. Mikrokapseln gemaft Anspruch 1-5 zur Anwendung in der Ultraschall- 
Diagnostik, dadurch gekennzeichnet, daft das Wandmateriai ein Gas, 

10 bevorzugt Luft, Stickstoff, Kohlendioxid, Sauerstoff, Helium, Neon, 

Argon, Krypton oder ein Gemisch aus mindestens zwei dieser Gasen, 
einschlieftt. 

7. Mikrokapseln gemaft Anspruch 1-5, dadurch gekennzeichnet, daft der 
15 uber die funktionellen Gruppen des Biopolymeren gebundenen Reste 

chelatierende Liganden sind. 

8. Mikrokapseln gemaft Anspruch 1-5 und 7 enthaltend als chelatisierende 
Liganden Ethylendiaminpentaessigsaure-Reste oder deren Derivate. 

20 

9. Mikrokapseln gemaft Anspruch 1-5, 7 und 8, dadurch gekennzeichnet, 
daft die uber die funktionellen Gruppen des Biopolymeren gebundenen 
Reste Chelat-Komplexe eines Metallions sind. 

25 10. Mikrokapseln gemaft Anspruch 1-5 und 7-9, dadurch gekennzeichnet, 
daft die komplex gebundenen Metallionen paramagnetisch, bevorzugt 
Gadoliniumionen sind. 

1 1. Mikrokapseln gemaft Anspruch 9-10 zur Anwendung in der NMR- 
30 Diagnostik. 

12. Mikrokapseln gemaft Anspruch 1-5 und 7-9, dadurch gekennzeichnet, 
daft die komplex gebundenen Metallionen Radioisotope, bevorzugt 
99mx ec h ne tium- oder 1 1 1 Indium-lonen sind. 

35 

13. Mikrokapseln gemaft Anspruch 12 zu Anwendung in der Szintigraphie. 
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4. Verfahren zur Herstellung von Mikrokapseln gemaB Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, daS das Monomere in einer Konzentration vor 
0,01 - 10 % (m/V) , bevorzugt 0.1 - 10 % bezogen auf das 
Gesamtvolumen der Herstellungsldsung unter Dispergieren in 
gasgesattigter, gegebenenfalls autoklavierter, wassriger Phase, die ein 
geiostes Biopolymer in einer Konzentration von 0,5-20 % (m/V) 
bevorzugt 1 % - 15 % (m/V)), sowie gegebenenfalls zusatzlich 
magnetische Partikel enthalt, polymerisiert wird, unter der MaGgabe, 
daS das Gewichtsverhaltnis von Biopolymerem zu synthetischem 
Polymeren 10:90 bis 80:20 ist, nach beendeter Polymerisation die 
entstandenen Mikropartikel je nach Dichte und PartikelgroSe durch 
einmalige Oder mehrmalige Zentrifugation, Filtration, Sedimentation 
Oder Flotation abtrennt, gegebenenfalls durch Dialyse weiter reinigt und 
in einem physiologisch vertraglichen Suspensionsmittel suspendiert und 
anschlieSend gegebenenfalls mit Chelatbildnern, Metallchelaten 
und/oder orts-, struktur-oder gewebespezifischen Substanzen umsetzt 
und diese Suspension, bevorzugt unter Zumischung von Geriistbildnern, 
gefriertrocknet. 



20 1 5. Kontrastmittel, dadurch gekennzeichnet, daft die Mikropartikel nach 
Anspruch 1 in einem pharmazeutisch akzeptablen Suspensionsmediur 
resuspehdiert werden. 

1 6. Kontrastmittel gemaS Anspruch 1 5, dadurch gekennzeichnet, daS als 
25 pharmazeutisch akzeptables Suspensionsmedium Wasser fur 

Injektionszwecke, das gegebenenfalls einen Zusatz von Kochsalz, 
Glucose, Mannitol und/oder Lactose und gegebenenfalls zusatzlich 
einen mehrwertigen Alkohol enthalt, verwendet wird. 



30 17. 



Kontrastmittel herstellbar nach dem in den Anspriichen 14 be- 
schriebenen Verfahren, dadurch gekennzeichnet, da& auf eine 
abschlieftende Gefriertrocknung verzichtet wird. 
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